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@) Funktionelle Vitamin-D-Derivate und Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la, 
25-Di-Hydroxy-Vitamin-D 

@ 25-Hydroxy- und 1,25-Dihydroxy- Vitamin- 

D3-3p-3'l6-N-(biothinyl)hexamido]amidopropylether und 
cieren Herstellung sowie 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivate 
der nachstehenden Formel I, wobei X eine Abstandsgrup- 
pe ist, die eine Lange von 12 bis 42 e hat und uber eine Et- 
herbindung mit der 25-Hydroxy-Gruppe des Vitamin- 
D3-Molekuls verbunden ist und A eine Gruppe ist, die von 
spezifischen Antikorpern mit hoher Affinitat gebunden 
wird. Die erfindungsgemafSen Verbindungen werden in 
Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1,25-Di- 
hydroxy-Vitamin-Ds-Metabotiten eingesetzt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung belrifft Derivate von 25-Hydroxyvitaniin-D, deren Herstellung sowie Verfaliren zur Bestimniung von 
25-Hydroxy- und K25-Dihydroxy-Vitamin-D in Proben. 
5 Die D-Vitamine oder Calciferole entstehen aus ihren Provitaniinen durch eine Sonnenlicht-katalysierle Spaltung des 
B-Rings im Sterangerust. Ihre wichtigsten Vertreter sind Vitaniin-D? (Cholecalciferol) und Vitamin-D2 (Ergocalciferol), 
welche sich nur in den Seiienkellen geringfiigig unterscheiden, die aber - soweit bekanni - gleich nielabolisiert werden 
und ideniische biologische Wirkungen besitzen. Wahrend Provilamin-D2 milder Nahrung aufgenonimen werden muss, 
kann das Provitaiiiin-Os im menschlichen Organismus gebildet werden. Soweit durch Indizes nicht naher bezeichnet, 

10 unifasst die Bezeichnung Vitamin-D nachstehend allgemein alle Vitamin-D-Fonnen. In der Haul, gebildetes oder mil der 
Nahrung aufgenonuiienes Vuamin-D wird im Plasma vom Vitamin-D-Bindungs- oder -Transportprolein (DBP) gebun- 
den, zur Leber transporliert und dort zu 25-Hydroxyvilaniin-D (25-OH-D) nietabolisiert. Das Vuamin-D-bindende Pro- 
rein DBP isl auch als Gc-Glohulin oder group specific component bekanni (John G. Haddad in J. Steroid Biochem. Mo- 
lec. Biol. (1995) 53, pp 579-582). Uber 95% des im Serum messbaren 25-Hydroxyvitainin-D is! in der Regel 25-Hy- 

15 droxyvitamin-D3. 25- Hydroxy vitamin-D 2 wird nur in hoheren Anteilen gefunden, wenn die Person unter einer Medika- 
lion mil Vitamin-D2 steht oder, wie in den Vereinigten Staaten haufig praktiziert, die Nahrung mil Vitanun-D2 angerei- 
chert wird. 

25-Hydroxy vitamin-D ist der vorherrschende Vitamin-D-Metabolit im Blutkreislauf und seine Konzentraiion im Se- 
rum beschreibt allgemein den Vitamin-D-Status, d. h., inwieweil dem Organismus Vitamin-D zur Verfugung steht. 25- 

20 Hydroxy vitamin-D wird bei Bedarf in der Niere zu la,25-Dihydroxyvitamin-D nietabolisiert, einer honiionartigen Sub- 
stanz mil hoher biologischer Wirkung. Die Bestinimung von la,25-Dihydroxy vitamin-D gibt an, wieviel Vitamin-D sich 
in der aktivierten Form befinden. 

Die Bcstimnmng von 25-Hydroxyvitamin-D in einer Probe erfolgt bevorzugt nach dem Prinzip der kompetitive Pro- 
teinbindungsanalyse, wobei anhand der Verdrangung von radioaktivem 25- Hydroxy vitamin-D von den Bindungsstellen 

25 eines Vilamin-D-bindenden Proteins das in der Probe vorhandene 25-Hydroxy vilainin-D quantifiziert wird. Daneben ha- 
ben sich seil einigen Jahren Radioimmunoassays mit ^^^I-markierten Vuauiin-D-Derivaten und Antikorpem gegen ViL- 
amin-D-Dcrivatc in der Diagnostik ctablicrt. Die Angabcn zum iiblichcn 25-Hydroxyvitamin-D-Spicgcl im Scrum 
schwanken je nach Labor. Es bestehl aber Einigkeit dahin, dass die Konzentraiion von 25-Hydroxyvilamin-D im Serum 
in der Regel groBer als 5 ng/ml und kleiner als 80 ng/ml ist. Die kompetitive Proteinbindungsanalyse verlangt den Ein- 

30 satz eines radioakliven Vitamin-D-Derivats, welches das gleiche Proteinbindungsverhalten besitzen muss wie 25-Hy- 
droxyvitamin-D. Ahnliches gilt auch fur die kompetitive Bindungsanalyse fur das biologisch aklive la,25-Dihydroxy- 
vitamin-D oder andere Vitaniin-D-Metaboliten. 

Die europaischen Palenlschriflen 0 3 12 360 und 0 363 2 1 1 sowie Tanabe el al. (J. Chem. Soc, Chem. Commun. 1 989, 
pp. 1220-1221 und J. Nutri. Sci. Vitaminol. (1991) 37, pp. 139-147) olFenbaren verschiedene ^-^lod-markierte Hydroxy- 

35 und Dihydroxy vitamin-D-Derivate und deren Verwendung in Bindungsanalysen. Nachteilig an diesen Derivaten isl, dass 
sie problematisch herzustellen und extrem labil sind. Licht, radioaktive Strahlung, Protonen, Wasserstoff, Enzyme, freie 
Radikale oder die Gegenwarl von lod in freier oder gebundener Form haben groBen Einfluss auf die Raumslruktur und 
die Bindeeigenschaften der Vitamin-D-Derivate an Vitamin-D-bindendes Protein DBP oder spezifischen Antikdrpem. 
Sie konnen vor allem eine Drehung, des A-Rings im Sterangerust verursachen oder katalysieren. Die 3P-Hydroxygruppe 

40 des Vitamin-D-Molekiils wird dabei in die Pseudo- la- Position gedreht, so dass dann das 5,6-trans-Vitamin-D vorhegt. 
Die sogenannten Pseudo- la-Hydroxy- Analogen des Vitamin-D werden zwar ahnlich wie Vitamin-D nietabolisiert, sie 
haben aber eine in wesentlichen Punkten andere Slruktur und werden von Vitamin-D-bindenden Proieinen wie bspw. 
DBP/Gc-Globulin oder Ami- Vitaniin-D-Antikorper nicht oder deutlich schlechter gebunden. 




Vttamin-D3 S.G-trans-Vitamin-D 3 

pseud 0-1 a-Hydraxy-Analog 

60 

Die vorstehend beschriebene Umlagerung isl als Beispiel zu verstehen. Es treten auch andere chemische Reaklionen 
und Umlagerungen auf. Gleiches gilt fur ^H- oder ^"^C-markierte Vitamin-D-Derivate. Auch diese Vitamin-D-Derivate 
sind nicht so siabil, dass sie eine zuverlassige Bindungsanalyse erlauben. Die radioaktive Markierung steigert zudem die 
Kosten fiir Lagerung, Transpon. und Entsorgung und isl allgemein nachteilig fur Gesundheit und Umwelt. Femer isl die 
65 Halbweriszeit von ^^^lod vergleichsweise kurz. Eine kompetitive Bindungsanalyse mit ^H- und ^"^C-markierten Vitamin- 
D-Derivaten hingegen verlangt besondere Szintillationszahler und isl apparativ anspruchsvoUer, bei weitgehend gleichen 
Problemen. 

Ray et aL (Biochemistry, 1991, 30,4809^813) offenbaren die Kopplung von Vitamin-Da mil verschiedenen farbge- 
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benden Gruppen. Die Nachweisenipfindlichkeil. fur die farbsloflfniarkierten Vitaniin-Ds-Derivate ist aber zu gering, als 
dass man sie in einer konipetiiiven Bindungsanalyse fur naturliche Viiainin-D-Metabolite einsetzen konnie, abgesehen 
davon, dass die farbstoffmarkierten Derivale in Serum nicht stabil und zudem besonders lichteiiipfindlich sind. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, Vitamin-D-Derivate zur Verfiigung zu stellen, die in einer kompetitiven Bindungsana- 
lyse Oder ganz generell in Ininumoassays von Vitamin-D-Metaboliten wie 25-Hydroxy- und l,25-Dihydroxy-\^tamin-D 5 
eingesetzt werden konnen. Dies setzt folgende Eigenschaften voraus, erstens, dass fiir die Vitamin-D-Derivate eine 
Nachweisenipfindlichkeil besleht, welche hoher ist, beziehungsv^/eise in einem niedrigeren Konzentrationsbereich liegt, 
als die Konzentration der gesuchlen Vuamin-D-Melabolite in den Proben; zweitens, dass die Derivale in Serum, Plasma 
odor Urin unter ublichen protischen Bedingungen und gegenuber Serumenzymen stabil sind; und schlieBlich drittens, 
dass die Derivale uber Wochen und Monate hinreichend licht- und lagerstabil sind. lo 

Diese Aufgabe wird gelost durch Viiamin-D-Derivate der Fomiel 
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worin ist: 

O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; 

X eine subsliluierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoffsloffgruppe von 0,8 bis 4,2 nm Lange, bevorzugt ein Q- bis 30 
Ci2-gruppe, die ubliche Heteroatome wie S, O, N oder P aufweisen kann; 
Y Wasserstoff oder eine Hydroxygruppe; 

A eine funktionelle Gruppe, die von einein bindenden Protein wie einem Antikorper oder Vitamin-D-bindendes Protein 
DBP mil holier Affinitat gebunden wird; 

R die Seitengruppe eines Vitamin-D-Metabolits, bevorzugt die Seitengruppe von Vitamin-D? oder D3, besonders bevor- 35 
zugt die 25-hydroxylierte Seitengruppe von Vitamin-D2 oder D3. 

Eine hohe Affinitat Hegt vor, wenn die Dissozialionskonsiante (K) zwischen dem bindenden Protein, z. B. dem Anti- 
korper Oder DBR und deiTi Antigen bzw. der funktionelle Gruppe A groBer 10^ ist. Eine Dissoziaiionskonstante groBer 
10 ist fiir viele Anwendungen vorteilhaft. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist A ausgewahlt aus Biotin, Digoxi- 
genin, Tyrosin, subsiituierlem Tyrosin, substituierten Aminosauren, charakieristischen Aniinosaure- und Peplidsequen- 40 
zen, FITC, Proleinen und Proteingruppen wie Protein A und Protein G oder einem weiieren Vitamin-D-Derivat, ganz be- 
sonders bevorzugt 25-Hydroxy vitamin-D. 

Die Abstandsgruppe X ist bevorzugt ausgewiililt aus substituierten und unsubstiluierten C-Korpem mit 0,8 bis 4,2 nm, 
bevorzugt etwa 0,12 nm Lange. Besonders bevorzugt ist eine Aminocarbonsaure, insbesondere eine Amino- undecan- 
saure, peptidische und Ketogruppe oder ein substituierter oder unsubstituierter Aminopolyetherrest mit einer Lange von 45 
0,8 bis 4,2 nm, bevorzugt etwa 0,9 bis 1,5 nm. Dieser Abstand zwischen der Gruppe A und der Bindungs- bzw. Erken- 
nungsstelle fur den Vitamin-D-Rest ist erforderlich, dass die bindenden Proleine an die jeweiligen Bindungsstellen bin- 
den konnen und dabei sich nicht gegenseitig storen. Zu beachten ist, dass beispielsweise fiir das Vitamin-D-bindende 
Protein DBP (Gc-Globlin) die 19-Meihylengruppe, gegebenenfalls die 1 -Hydroxygruppe des A-Rings und die Vitamin- 
D-Seilenkette zur Erkennungssielle gehoren und in einer Bindungstasche aufgenoimnen werden. Ahnliches gilt auch fiir 50 
spezifische Antikorper gegen die verschiedenen Vitamin-D-Derivate. Ist die Abstandsgruppe X zu kurz, kann neben dem 
Vitamin-D-bindenden Protein kein weiteres Bindungsprotein an der gewahlten funktionellen Gruppe A binden. Fiir das 
bevorzugle Beispiel heifit das, wenn sich die funktionelle Biotin-Gruppe innerhalb der Bindungstasche des Vitamin- 
Dbindenden Proteins befindet, ist sie fur das zweile Bindungsprotein, zum Beispiel das Streptavidin, nicht mehr zugang- 
lich. Ist die Abstandsgruppe X hingegen zu lang, konnen Molekiilfallungen aufu-eten, welche gleichfalls die gleichzeiiig 55 
Bindung zweier Bindungspartner behindem. 

Daneben besitzi die erfindungsgemaBe Abstandsgruppe uberraschenderweise einen sierischen Effekt, als sieoffenbar 
eine ISO'^-Drehung des A-Rings aktiv verhindern hilfl, Es wird vemiutet, ohne an diese Theorie gebunden zu sein, dass 
das 3p-Sauerstoffatoni der Ethergruppe am A-Ring entsprechend einer naturlichen Hydroxygruppe hydralisiert ist und so 
einen Angriff auf die 5,6-Doppelbindung verhindert, abgesehen von anderen elektronischen und sterischen Etfeklen. Ein 60 
anderer wichtiger Aspekt ist, dass die erfindungsgemaBe Ethergruppe von den im Serum oder Plasma stets vorhandenen 
Esterasen nicht gespalten werden kann. 

Ganz besonders bevorzugt ist 25-Hydroxy- Vitamin-D3-3p-3'[6-N-(biolinyl)hexamido]aniidopropylethcr der Fonuel 
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(II) 



15 unci die la-Hydroxy- und Vitamin-D2-Analogen. 

Weiterhin bevorzugt sind Derivate, die als zweite funktioneUe Gruppe einen Viiainin-D-Rest enthalten. Der Vorleil 
dieser Derivate ist, dass sie keine systemfreniden Gruppen und Verbindungen enthalten und so eine eriiohte Empfindlich- 
keit und Zuverlassigkeit der kompetiiiven Bindungsanalyse erlauben, auch weil sich eventuelle Bindungsbesonderheiten 
aus erster und zweiter Bindung des Vitamin-D-bindenden Proteins bei einer quantitativen Bestiinmung kompensieren. 

20 Besonders bevorzugt sind Verbindungen der nachstehenden Forniel HI: 




(III) 



worin R, Y und X wie in oben in Forniel I definiert sind. Besonders giinstig sind dabei syiiimetrische Vitamin-D-Deri- 
vate. 

35 Die erfindungsgemaBen 25-Hydroxy- und la,25-Hydroxy-Vitamin-D-Derivate sind uberraschend licht-, lager- und 
serunistabil und erlauben in alien kompetiiiven ininiundiagnostischen Verfahren eine empfindliche, zuverlassige quanti- 
tative Bestimniung von Vitaniin-D-Metaboliten wie 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D, beispielsweise fur 
die Routinediagnostik im Human- und Veterinarniedizinbereich so wie in der Forschung. 

ErfindungsgemaB wird die Verbindung der Fonnel I erhalten durch ein Verfaliren, uinfassend die Schritte: 

40 

a) Cyanoethylierung der 3-Hydroxygruppe von Vitamin-D oder 25-Hydroxy vitamin-D mil Acrylnitril in eineni ge- 
eigneten Losungsmittel wie Acetoniuil in Gegenwart von Kali umhydrid und tert.-Butanol; 

b) Reduktion der resultierenden Nitrilgruppe mil eineni Gemisch aus Lithiumhydrid und Lithiumaluminiumhydrid 
zu eineni Amin; und 

45 c) Anhangen einer Abstandsgruppe, gegebenenfalls zusanunen mit einer funktionellen Gruppe A an das Amin, 

bspw. Biotinylieren der Verbindung niit einem aktivierten Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS oder, zuin Erhait 
eines Vitainin-D-Derivats geniaB Fonnel HI, Kopplung von zwei Amino- Vitamin-D-Gruppen durch Kondensation 
mit einer Dicarbonsaure wie Sebacinsaure mittels Carbodiimid. 

50 Das erfindungsgemaBe Verfaliren zur Herstellung funktioneller Vitainin-D-Derivate ergibt hohere Ausbeuten bei kur- 
zeren Reaktionszeiten. Anders als in herkonimlichen Verfahren erfolgt nanilich in Schritt a) die Cyanoethylierung der 3- 
Hydroxygruppe in Gegenwart von Kaliuinhydrid und tert.-Butanol. Dadurch wird erreicht, dass nur an der 3-Hydroxy- 
Gruppe von Vitamin-D eine Cyanoethylierung erfolgt und die andere Hydroxygruppen des Vitainin-D vor einer Uiiiset- 
zung geschutzi sind. Die Umsetzung erfolgt bei 0 bis 20'*C, bevorzugt bei 5 bis 8°C in eineni neutralen Losungsmittel 

55 wie Acetonitril. 

Bei der nachfolgenden Reduktion wird die NiU-ilgruppe des Cyanoethylethers quantitativ in das Amin iiberfuhrt, wel- 
ches dann vergleichsweise einfach mit einer anderen funktionellen G nappe verkniipft werden kann, zum Bei spiel durch 
Umsetzung mit einem handelsiiblichen Biotinylierungsreagenz. 

Die Erfindung umfasst zudem die Verwendung der erfindungsgemaBen funktionellen Vitamin-D-Derivate in Verfah- 
60 ren zur Bestinimung von 25-Hydroxy- und la,25-Hydroxy- Vitaniin-D in Serum, Plasma, Urin oder einer anderen Probe. 
Hierbei wird das erfindungsgemaBe funktioneUe Vitamin-D-Konjugat entweder als Zwischenglied eingesetzt, wobei das 
Vitamin-D-bindende Protein und nativer Vilamin-D-Metabolit urn die Bindestelle kompetitieren, oder selbst als konipe- 
titive Bindungskomponente zu nativem Vitamin-D. Das quantitative Bestinimungsverfahren ist vorzugsweise ein EIA, 
ELJSA, RIA, IRMA, LiA oder ELMA, FIA oder IFMA in nianuell abzuarbeitenden Testsystemen oder auf Automaten 
65 angepasste Versionen in Fliissigphasen- wie Festphasentechnik. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Bestiinmung von 25-Hydroxy-und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten 
umfasst die Schritte: a) Beschichten eines Tragers mit Streptavidin, b) Zugabe ein oder mehrerer niuhifunktioneller Bio- 
tin- Vitaniin-D-Derivate, c) Zugabe der Probe und einer definierten Menge Vitamin-D-bindendes Protein, d) Bestiinmung 
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des gebundenen Bindungsproteins mit luarkierien anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpem. Die Markierung der 
anti-Vitamin-D-Bindungsprolein-Anlikorper kann direkt sein, bspw. eine radioaktive Markierung, oder auch indirekt, 
bspw, ein Enzym oder ein aklives Enzynifragment wie Peroxidase, das eine Farbreaktion zu katalysieren vennag. 

Ein weiieres bevorzugtes Verfahren zur Bestinunung von 25-Hydroxy- und la,25-Di hydroxy- Vitainin-D-Derivaten 
uiufasst die Schritte: a) Beschichten eines Tragers mit anli-Vitaniin-D-Bindungsprotein-Antikorpem, b) Zugabe des Vu- 5 
amin-D-Bindungsproteins, c) Zugabe der Probe sowie eine definierte Menge Biotin- Vitamin-D-Derivat, d) Bestimniung 
der Menge gebundenes Deri vat mit markiertem Sireptavidin. Das Strept avidin ist bevorzugt indirekl mit Peroxidase mar- 
kiert; der Trager isi vorzugs weise eine ReaklionsgefaBwand, beispielsweise von einer Mikrotiterplatle, oder Teilchen aus 
polymerem oder luagnetischeiii Material oder beidem, beispielsweise Kunsistott- oder Cellulose-Mikropartikel. 

Diese Verfahren eniioglichen eine nicht-radioaktive quantitative Bestinnnungen von 25-Hydroxy- und 1,25-Dihy- lo 
droxy-Vitaniin-D, ohne dass aufwendige Sicherheitsvorkehrungen erforderUch sind. Die hier vorgeschlagenen konipeti- 
tiven Verfahren sind soniit fiir Routineuntersuchungen im Rahnien einer Osteoporose-Prophylaxe, bei einer vennuteten 
D-Hypovitaminose oder D-Hypervitaminose, zur Diagnostik allgemeiner Art und in der Forschung. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Kit zur Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten wie 25-Hydroxy- und 1 ,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D, der unter andereni das erfindungsgemafie funktionelle Vitamin-D-Derivat enthalt. Der Kit um- 15 
fasst wahlfrei Vitamin-D-Bindungsprotein (Gc-Globulin), anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper, Streptavidin 
und vorbehandelte oder unvorbehandelte Mikrotiterplatten und/oder inagnetische oder andere Mikropartikel und andere 
Reagenzien. 

Weitere Vorteile, Merkmale und Ausfuhrungsfomien der Erfindung ergeben sich aus den nachstehenden Beispielen 
und den beiliegenden Zeichnungen. Es zeigl: 20 

Fig. 1 den schematischen Syntheseweg fur das bifunktionelle Vitaniin-D-Derivat 25-Hydroxy-Vitainin-D3-3p-3'[6-N- 
(biotinyl)hexaniido]amidopropylether) geniaB der Erfindung; 

Fig, 2, 3 und 4 Schemadarstellungen verschiedener ELISAs zur Bestimmung von 25-Hydroxy- Vitamin-D mit Hilfe 
des erfindungsgemaBen 25-Hydroxy- Viiamin-D-Konjugat; 

Fig. 5 die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fur 25-Hydroxy- Vitamin-D nach Fig. 2; 25 

Fig. 6 und 7 Scheiiiadarstellungen konipetitiver RIA fur 25-Hydroxy- Vilaiuin-D mit Hilfe des erfindungsgeiuiiBen 25- 
Hydroxy- Vitainin-D-Konjugats; 

Fig. 8, 9 und 10 Schemadarstellungen kompetitiver, radioaktiver IRMAs fur 25-Hydroxy- Vitamin-D mit Hilfe des er- 
findungsgemaBen 25-Hydroxy-Vitamin-D-Konjugats: 

Fig. 11 und 12 Schemadarstellungen kompetitiver ELISAs unter Verwendung von Mikropartikeln; 30 

Fig. 13 Schemadarstellung eines kompetitiven Bindungs assays fiir 25-Hydroxyvitamin-D mil Hilfe eines 25-Hy- 
droxyvitamin-D-Kon jugats gemaB der Erfindung und einem direktmarkierten Vitaiiiin-D-bindenden Protein. 

Fig. 1 zeigt den erfindungsgemaBen Syntheseweg zur Herstellung des bifunktionelle n 25-Hydroxy- Vitamin-D-Kon ju- 
gats. Zunachst wird 25-Hydroxy- Vitamin-D in einem Gemi^ch aus Acelonitril, Kaliumhydrid und tert.-Butanol mit 
Acrylnitril cyanoethyliert. Durch die Gegenwart des als Base fungierenden Kaliumhydrids und durch die Anwesenheit 35 
von tert.-Butanol zur Abwendung unspezifischer Reaktionen an der 25-Hydroxygruppe wird erreicht^ dass selektiv die 3- 
Hydroxy-Gruppe des Vitaniin-D cyanoethyliert wird. Die Ausbeute an 25-Hydroxy-Vitamin-D-3p-cyanoethylether be- 
tragt in der Regel etwa 74% bei einer Reaktionsdauer von 40 Minuten. 

Nach lib he her Aufarbeitung wird der 25-Hydroxy- Vitamin-D- 3 p-cyanoe thy lether mit Lithiumhydrid versetzt und die 
25-Hydroxygruppe in das Lithiumalkoholat uberfuhn. Es folgt eine Reduklion des Nitrils mit LiAlH4 zu 25-Hydroxy- 40 
Viiamin-D-3p-3'-aiTiinopropylether. Dieser Schritt ist quantitativ, ohne dass Nebenprodukte auftreten. Zuletzi erfolgt ge- 
gebenen falls eine Biotinylierung mit einem akiivierten Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS (Biotinyl-N-e-aminoca- 
proyl-hydroxysuccinimidester). Die resuUierende Abstandsgruppe X hat entsprechend der Aminocaproylkette eine 
Lange von etwa 0.8 bis 0.9 nm. 

25-Hydroxy- Vitainin-D-3p-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether ist teniperaturstabil und kann in einer wass- 45 
rigen, leicht sauren Matrix iiber mehrere Monate gelagert werden. Da die Verbindung von Serumenzymen nicht gespal- 
ten wird, eignet sie sich bestens fiir diagnostische Routmetests in Serum, Plasma und Urin. 

Fig. 2 zeigt eine Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA fiir 25-Hydroxy- Vitamin-D. Hierbei wird das 25-Hy- 
droxy- Vitamin-D- Konjugat (25-Hydroxy- Vitamin-D-3P-3'[6-N-(biotinyl)hexamido] amidopropylether) uber Streptavi- 
din an eine feste Phase gebunden. Dann erfolgt in flussiger Phase die kompetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden 50 
Protein und 25-Hydroxy- Vitamin-D aus Standard oder Probe an das 25-Hydroxy- Vitamin-D-Konjugat. Der Nachweis 
erfolgt diirch Peroxidase- markierte Anlikorper gegen das Vitamin-D-bindende Protein. Der Fachmann weiB, dass auch 
andere Markerenzyme verwendet werden konnen, zum Beispiel alkalische Phosphatase oder Galaktosidase, etc. , 

Fig. 3 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven, nicht- radioaktiven ELISA, wobei das Vitamin-D-bindende 
Protein zunachst iiber anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper an die feste Phase gebunden wird. Danach erfolgt in 55 
tlussiger Phase die kompetitive Bindung von 25-Hydroxy- Vitamin-D-Biotin und 25-Hydroxy- Vitamin-D aus Standard 
bzw. Probe. Zur Bestinunung wird dann Peroxidasemarkiertes Streptavidin eingesetzt. Das gezeigte Prinzip lassi sich 
selbstverstandlich auf andere Tracer-Gruppen statt Biotin und auf andere Markerenzyme, wie oben angegcben, ubertra- 

Fig. 4 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA, wobei das Vitamin-D-bindende Protein direkt an die 60 
feste Phase gebunden ist. Die kompetitive Bindung von 25-Hydroxy- Vitamin-D^-Biotin und 25-Hydroxy- Vitamin-D.^ 
aus Standard bzw. Probe erfolgt in fliissiger Phase und Peroxidase- mar kiertes Streptavidin wird zur quantitativen Be- 
stimmung eingesetzt. 

Fig, 5 zeigt die typische Eichkurve eines kompetitiven ELISA inil 25-Hydroxy- Vitamin-D3-Biotin gemaB dein in Fig. 
2 gezeigten Prinzip. Die Menge an gebundenem Vitamin-D-Bindungsprotein wurde bestimmt durch eine standardisierte 65 
Farbreaktion mit Peroxidase-gekoppelten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpem und Tetramethylbenzidin 
(TMB) als Substrat. Alternative Substrate waren beispielsweise OPD (L2-Phenyldiamin x 2 HCl), ABTS und andere.' 
Fiir die Eichkurve warden Vitamin-D-Proben mil Konzenu-ationen von 0, 8, 20, 50. 125 und 312 nmol/1 eingesetzt. Die 

5 
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Ordinate zeigt die optische Dichte als Mittelwert von zwei Messungen bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 
konipetiiierenden 25-Hydroxy-Viianiin-D in nMol/l. 

Fig, 6 zeig! die Schemadarstellung eines koiupetitiven Protein-Bindungsversuch (CPBA), wobei 25 -Hydroxy- Vit - 
ainin-D3-Bioiin und 25-Hydroxy-Vitaniin-D aus Standard bzw. Probe in fliissiger Phase um die Bindungsstelle des Vit- 
5 aiiiin-D-Bindiingsproteins koinpelitieren. Es wird ^-^I-niarkierles Slreptavidin fiir die quantitative Bestimniung verwen- 
del. 

Fig. 7 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven RadioiniiTiunoassays (RIA), wobei 25-Hydroxy- Vitamin -D- 
Biotin und 25-Hydroxy-Vitaniin-D aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase uin die Bindungsstelle eines anti-Vitainin- 
D-Antikorpers koinpetitieren. Fiir die quantitative Bestininiung wird ^-^1-markiertes Streptavidin eingesetzl. 

10 Erfolgt die Besiiiniiiung durch ein Streptavidin, das nicht radioakiiv, sondern mil einem Ruorophor oder Luininophor 
markiert ist, liegen sogenannte LIA- oder FIA -Assays vor. 

Fig. 8 zeigt die Schemadarstellung eines 25-Hydroxy-Vitamin-D-IRMA. Es wird zunachst 25-Hydroxy- Vitamin -D- 
Biotin uber Streptavidin an die feste Phase gebunden. Die kompetitive Bindung von Vitamin-D-Bindungsprorein an das 
Konjugat und 25-Hydroxy- Vitainin-Di aus Standard oder Probe erfolgt dann in flussiger Phase. Die Menge des Konju- 

15 gatgebundenen Bindungsproteins wird mit ^-^I-inarkierten Antikorpern beslimmt. 

Fig, 9 ist die Schemadarstellung einer IRMA-Sandwich-Technik (Iminunoradioinetrischer Assay). Hierzu werden 
anri-Vitamin-D3-Antik6rper an die feste Phase gekoppelt. An diese binden dann Vitainin-D-Bindungsproteine. Die 
Kompetition erfolgt im nachsten Schrirt zwischen dem 25-Hydroxy- Yitaniin-D-Konjugat und 25-Hydroxy-Viianun-D 
aus Standard oder Probe. Die Bestimniung der Menge gcbundenes Konjugat erfolgt durch ^-^I-markiertes Streptavidin. 

20 Pig, 10 zeigt die Schemadarstellung eines weiteren IRMA-Sandwich-Technik. Es wird zunachst Vitamin-D3-Bin- 
dungsprotein an die feste Phase gekoppelt. Dann erfolgt daran die kompetitive Bindung zwischen deni 25-Hydroxy- Vit- 
amin-D3-Kon jugai und 25-Hydroxy- Vitaniin-Ds aus Standard oder Probe. Die Menge gebundenes Konjugat wird durch 
'""''I-niarkicnes Slreptavidin bestimmt. 

Fig. 1 1 zcigl die Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA unter Verwendung von Mikropartikeln. Hierbei wird 

25 25-nvdro\y- Viiamin-D-Biotin iiber Streptavidin an Mikropartikel gebunden. Dann wird 25-Hydroxy- Vitamin-D-Deri- 
vai tlurun gebunden. In flussiger Phase wird Viiaiiiin-D-Bindungsprolein und die jeweilige Probe zugegeben. 

Bindungs pro! cine und 25-Hydroxy-Vitamin-D3 aus Standard oder Probe kompctiticrcn um die Bindungsstelle des 
Konjugats. Die gebundenen Bestandteile werden dadurch abgetrennt, dass sie uber die Mikropartikel von einem Magne- 
ten zuruckgehalien werden. wahrend der Uberstand mit den ungebundenen Substanzen entfernt wird. Die Menge gekop- 

30 pelics Bindungsproiein wird bestimmt in einem zweistufigen Verfahren mit einem primaren Antikorper gegen Vitamin- 
D-Bindungsproiein und einem sekundaren Peroxidase-markierten Antikorper. 

Fig, 12 /A.'igt cine Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA unter Verwendung von Mikropartikeln. Es wird 25- 
Hydroxy- Vii ami n-D-Biot.in uber Streptavidin an Mikropartikel gebunden. Dann wird die flussige Probe mit 25-Hy- 
droxy- Viiaiuin-D^ (aus Standard oder Probe) dazugegeben sowie eine nicht-sattigende Menge Atitikorper. Das Konjugat 

35 und das native Vitamin-D3 kompetitieren um die Bindung des Antikorpers. Die Menge gebundener Antikorper erfolgt 
durch Agglutination der Mikropartikel. Diese kann beispielsweise direkt durch Nephelometrie bzw. Turbimetrie be- 
stimmt werden. 

Fig, 13 zeigt das Schema eines kompetitiven Bindungsassays, wobei das Vitamin-D-bindende Protein direkt markiert 
is(. beispielsweise radioaktiv mit ^-^lod, oder fiir eine Elektrochemolumineszenz mit Rutheniuin(II)tris-(bipyridin)- 
40 NHS-ester. Die Markiemng konnen auch Enzyme sein wie Peroxidase, alkalische Phosphatase, p-Galactosidase u. a., 
oder auch FTTC. 

Die bekannten Bestimmungsverfahren fiir Proteine wie der kompetitive ELISA beruhen auf dem Prinzip, dass die 
nachzuweisende Verbindung mit einem Bindungsprotein oder Konjugat um eine Bindungsstelle kompetitiert. Es wird 
dann die Menge gebundenes Bindungsprotein oder Konjugat bestimmt und anhand einer Eichkurve die Konzentration 
45 der nachzuweisenden Verbindung erniittelt. 

Die in den Figuren gezeigten Testprinzipien lassen sich einfach auf andere Vitainin-D-Derivate iibertragen. Besonders 
erwahnt sei la,25-Hydroxyvitamin-D2^3. In diesem Fall niuss ein Bindungsprotein bzw. ein Rezeptor oder Antikorper 
gewahlt werden, der das la,25-Hydroxy-Vitamin-D-Analoge spezifisch erkennt. Das zugehorige bifunktionelle la,25- 
Hydroxyde rival kann gewonnen werden enzymatisch durch Umseizung von 25-Hydroxy- Vitaniin-D-3p-cyanoethy let- 
so her mit 25-Hydroxy-Vitamin-D-la-Hydroxylasc, Reduktion zum Amin und schlieBlich Addition der zweiten funktio- 
nellen Gruppe. Femer werden hier Derivate von Vitamin-D2 und Vitamin-D3 vorgeschlagen. Deren Synthese kann auf 
deni in Beispiel 1 vorgestellten Weg erfolgen 

BEISPIELE 

55 

Beispiel 1 

Synthese von 25-IIydroxy-Vitainin-D3-3p-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether (4) 

60 Alle LJnisetzungen erfolgten ini Dunkeln unter trockener Stickstoffatmosphare. Zwischenprodukte wurden bei -20%- 
gelagert. Es wurden HPLC-reine Losungsmittel eingesetzt. Das 25- Hydroxy- Vitamin-D.i war von BIOMOL Feinchemi- 
kalien GmbH, Hamburg, der LC-BHNS (Long-Chain-Biotinyl-N-e-aniinocaproyl-hydroxysuccinimidester) von Sigma 
Chemie, alle weiteren Chemikalien von Fluka, Daniistadt. Die Massenspektroskopie(FAB) erfolgte mit einem Finigan- 
MAT-90, die NMR-Messungen mit einem Bruker-ARX-400 (400 MHz) oder einem Bruker-ARC-250F (250 MHz). 

65 

(i) 25-Hydroxyvitamin-D3-3p-cyanoethylether (2) 
5 mg 25-Hydroxy vitamin-Di (12,5 pMol), gelost in Melhylenchlorid (C:H2C:i2), wurde in einen mit Stickstoff gefull- 
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ten Kolben uberfuhrt und das Losungsniittcl abgezogen. Der teste Ruckstand wurde in 1 ml Acetonitinl aufgenoniiiien 
und versetzt mit 10 Tropt'en einer Mischung von ten.-Buianol und Aceionitril (9 : 1 v/v) sowie 130 pMol Acrylnilril 
(10 eq.) in 100 ^1 Acetonitril [Stainmlosiing: 86 pi Acrylnitril (1.3 ni/Mol) verdunnt mit Acetonitril auf 1 ml]. Die klai-e 
Losung wurde 15 Minuten bei 6'*C geruhrt. Es wurde 6.25 |jMoI Kaliumhydrid (0,5 eq.) in 25 jjl ten.-Butanol/Acetonitril 
(9 : 1 v/v) [Slamnilosnng: 10 mg KH (250 pMol) in 1 ml tert.-Butanol/Acetonitril (9 : 1 v/v)] zugegeben. Die dabei ent- 5 
stehende Ausflockung loste sich sofort wieden Die Mischung wurde bei 6°C geruhrt. Die wiederholte Dunnschichtchro- 
inatographie (DC) einzelner Proben mit, 20% Petrolether in Methyl-tert.-but.ylether (MTBE) auf Kieselgel zeigte, dass 
nach 10 Minuten bereits 90% der Ausgangsverbindung uiiigesetzt waren. Nach 15 Minuten wurden wenige Tropfen Re- 
aktionsgemisch mit etwa 5 Tropfen Wasser und 0,5 ml MTBH aut'gearbeitet. Die DC der organischen Phase zeigte kein 
Eduki mehr. Nach 40 Minuten wurde das gesamte Reakrionsgemisch mit Wasser/MTBE aufgearbeitet. Es wurde 4 mg to 
oliges Produkt erhalten. 
IR (NaCl/CHaCb): 
3422, OH 
2941, 2872 CH 

2252 Nitril 15 
1105 Ether 

Die HPLC-Anaiyse (3% MeOH/CHaCb) ergab 93% Produkt und 7% Edukt. 4 mg Produkt enthielten somit 3.7 mg 
(8,2 jjMol) Zielverbindung, was einer Ausbeuie von 74% entspricht. 

(ii) 25-Hydroxyvitamin-D3-3p-3'aminopropylether (3) 20 

3.75 mg (8.3 |jMo1) Nitril aus (i) wurde in 2 ml Ether gelost, mit 125 jjMoI Lithiumhydrid gelosi in 1 ml Ether 
(Stammlosung: 7 mg frisches feinpulvriges LiH in 7 ml Ether) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur unter Stick- 
stoff geruhrt. Es wurde 169 ;jMoI LiAlH* als Aufschlammung in 1 ml Ether (Stamm: 18 mg frisches feinpulvriges Li- 
AIH4 in 3 ml Ether) zugegeben. Nach einer weiteren Stunde wurde das Gemisch mit 1 ml konzentriertem KOH, 5 ml 25 
?l20 und 4 X 20 ml MTBE aufgearbeitet. Die Dunnschichtchromatographie einer Probe mit 1 : 1 MTBE/Petroleiher auf 
Kicsclgcl zeigte nur noch den Ausgangspunkt. Das Did lag bei R 0.27; das Nitril bei R^ 0.4. Die gcwonncne Substanz 
wurde ohne weitere Analyse und Aufreinigung weiterverarbeitet. 

(iii) 25-Hydroxy-Viiamin-D3-3p-3'(6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether (4) 30 

Es wurde 3 mg (6.6 ^ol) 25- Hydroxy- Vitamin-D3-3P-aminopropylether (3) aus (ii) in 1 ml Dimelhylformamid 
(DMF) gelost. Dann wurde unter Stickstoff 3 mg (6.6 pMol) LC-BNHS und 1 pi (17.5 |iMol) Triethylamin zugegeben. 
Es wurde 18 h bei Rauiiiteniperatur geruhrt, das DMF abgezogen und der Ruckstand mit 20% Methanol (MeOH) in 
CH2CI2 vorgereinigt. 12 mg (> 100%) der so gewonnenen Substanz wurden mittels HPLC gereinigt (Bedingungen: 35 
Knauer Kromasil- 100, 5 )jM, 250 x 4 mm, 10% MeOH in CH2CI2, 1,5 ml/min. OD 265 nm, 7 Minuten). Die Ausbeute 
betrug 1,2 mg (1,5 pMol). Dies entspricht 12%, bezogen auf das 25-OH-Vitamin-D3 und 18% bezogen auf die Nitrilver- 
bindung. 

MS (Finigan MAT 90) 

(FAB): 797 (MH"") vom 5.9.97 und 28.11 .97 40 
^H-NMR (Bruker ARX 400) in CDCI3/TMS bei 400 MHz. 
Die Analysedaten sind in Tabelle I gezeigt. 

45 
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Tabelle I 



Biotin-25-Hydroxyvitamtn-D3 




n 


Mult 


cc [Hz] 


Zuordnung 


6.42 




Do 


5,7 


NH (Btotin) 


6,2 




u 


1 1 


6 


6.0 




D 


11 


7 


5,85 




Od 


5,7 


NH (Biotrn) 


5,55 


2 


M 




3-0-Crl2(28) 


5,38 




S 




NH Oder OH 


5,05 




D 


2 


19 


4,83 




D 


2 


19 


4.77 




s 




NH Oder OH 


4,51 




M 




HC-NH 1 Biotin 


4.33 




M 


« 


t 1 Kill II n T ^ A" ^ 

HC-NH II Biotin 


3.53 




M 




3 


2.53 




D 


10 


4 


1.21 
• 


6 


S 




26. 27-CH3 


0,93 


3 


D 


6 


2I-CH3 


0.54 


3 


S 




1 8-CH3 



Beispiel 2 

Stabilitat von 25-Hydroxy-Vitamin-D3-3P-3'[6-N-(T5iolinyl)hexamido)amidopropylelher 

40 

Es wurde jeweils 20 mg gereinigte 25-OH-D3-Biotin-Verbindung (25-Hydroxy-ViTaniin-D3-3p-3'[6-N-(biotinyl)-he- 
xaniido]aniidopropyiether) aus Beispiel 1 in ein NMR-Rohrchen gegeben und mil 1 nil Losungsmittel versetzt. Das L5- 
sungsmittel war eine Mischung aus Deuteriochlorofonn : Deuteroacetonitril ; D2O ini Verhalinis 3:2:1 mit einem pH- 
Wert zwischen 4 und 5. Die Proben wiirden 200 Tage iinter nachstehenden Bedingungen gelagert und in regeliiiaBigen 
45 Abstanden die NMR-Spektren untersucht. 
Probe 1: unter Lichtausschluss bei -20**C; 
Probe 2: unter Lichtausschluss bei +4~6°C; 
Probe 3: unter Lichtausschluss bei Umgebungsteniperatur; 

Probe 4: unter starker Lichteinwirkung (auf der Fensterbank) bei Umgebungsiemperalur. 
50 Die Proben 1 und 2 zeigten iiber die ganzen Zeit keine wesentlichen Veranderungen ini NMR-Spektrum. Eine HPLC- 

Analyse bestaligte, dass die Proben 1 und 2 auch nach 200 Tagen protisches Losungsmittel intakt waren. Probe 3 zeigte 

eine mininiale Veranderung iin NMR-Spektrum nach 100 Tagen. Die HPLC-Analyse ergab, dass mehr als 78% der Ver- 

bindung noch intakt war. Probe 4 war nach 2 Monaten abgebaut. 

Die Stabililatsuntersuchung zeigt, dass die Verbindung unter Ausschluss von Licht sehr bestandig ist, selbst in proti- 
55 schen Losungsmitteln und ohne Kuhlung. 



60 
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Beispiel 3 

25-OH-Vit.D-ELISA mit 25-Hydroxy-Vilamin-D3-3P-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether 

Die Bestimniung erfolgte nach dem in Fig, 2 gezeigten Prinzip. Hierzu niusste zunachst 25-Hydroxy-Vitaniin-D-3p- 
3'[6-N-(biotinyl)hexamido]aiiiidopropylether iiber Strepiavidin an eine feste Phase gebunden werden. 

(i) Beschichtung einer Mikrotiterplatte mit Stxeptavidin 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurde jeweils 100 ng Streptavidin gegeben, gelost in 200 |j1 60 niM 
NaHC03, pH 9,6, und die Platte uber Nacht bei 4'^C inkubiert. Die Streptavidin-Losung in den Veniefungen wurde ent- 
femt und jede Vertiefung funfmal mit 200 pi Waschpuffer (PBS, pH 7,4 mit 0.05% Tween-20) gewaschen. Dann wurde 
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in jede Vertiefung 250 pi Assaypuffer gegeben. Fur den Assaypuffer wurde 5 g Casein in 100 ml 0,1 N NaOH gelosi und 
mil PBS, pH 7,4 auf 1 L Voluiuen aufgefulli. Die Losung wurde eine Stunde gekocht, das Volunien mil destillierteni 
Wasser auf einen Liter erganzt, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und 0,1 g Thinierosal zur Vernieidung von Mikroben- 
wachstum zugefugt. Die Verliefungen in der Mikrotiterplatte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mil Assaypuffer 
inkubiert, dann der Assaypuffer entfemt und jede Vertiefung fiinfmal luit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 5 

(ii) Bindung von 25-HydrGxy-Viiamin-D3-3p-3'[6-N-(biotinyl)hexantido]aniidopropylether 

Hs wurde in eine jede Vertiefung 100 pi Biotin- Vitaniin-D-Losung gegeben (10 ng 25-Hydroxy- Vitamin-D-3p-316-N- 
(biotinyl)hexainido]anudopropyleiher in 100 pi Waschpuffer) und eine Stunde bei Rauinteniperatur ini Dunkeln und un- 10 
ter Schutteln inkubiert. Dann wurde die Biotin-Vuamin-D-Losung aus den Verliefungen entfeml und jede Vertiefung 
funfmal mil je 200 jjI Waschpuffer gewaschen. 

Rs folgle in flussiger Phase die koinpetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden Protein in Gegenwart von 25-Hy- 

droxy-Vilaniin-D aus Standard oder Probe. 

15 

(iii) Probenvorbereitung 

Es wurde 50 pi Serum in einem 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mil 200 pi Ethanolahs (vorgekuhlt auf -20°C) durch 
Vortexen gemischt und 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. Die Proben wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei ma- 
ximaler Umdrehung zenU-ifugiert und die Uberstande abgenonunen und im ELISA eingesetzl. 20 

Man kann in der Regel davon ausgehen, dass Plasma oder Serumproben bei 4"*^ eiwa 2 Wochen slabil sind. Bei lan- 
gerer Lagerung mussen sie bis zur Bestinimung tiefgefroren werden. Urinproben mussen vor einer Lagerung init 1 N 
NaOH auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 eingestellt werden. Sie konnen dann bei 4X etwa 14 Tage autl?ewahrt wer- 
den; bei langerer Lagerung mussen auch sie bis zur Bestimmung tiefgefroren werden. 

25 

(iv) KompetiLive Bindung 

Es wurde jeweils 100 pi Vitamin-D-bindendes Protein, isoliert aus Ziegenserum (1 : 15000 in Assaypuffer mil 3% 
(w/v) PEG 6000), zusammen mit 10 pi Standard, KontroUe oder Probe (10 pi Uberstand aus der Probenvorbereitung) in 
die Verliefungen gegeben. Die Mikrodterplatte wurde 24 Stunden bei 4''C ini Dunkeln und unter Rutleln inkubiert. Dann 30 
wurden die Losungen aus den Vertiefungen entfeml und die Verliefungen fiinfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

(v) Bestimmung der kompetitiven Bindung 

Es wurde jeweils 100 pi Kaninchen-anti-Vnamin-D-Bindungsprotein (1 : 10000 verdunnt in Assaypuffer mit 3% 35 
(w/v) PEG 6OO0) in die Vertiefungen gegeben und eine Stunde im Dunkeln und unter Rutleln bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Losungen wurden aus den Verliefungen enlfernt und jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewa- 
schen. Die quantitative Bestimmung erfolgte mit 100 pi anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase (1 : 20 000 verdunnt in Wasch- 
puffer). Es wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden Antikorper-Losungen abgenommen und 
eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. Fur die Farbreaklion wurden 100 pi Teuramethylben- 40 
zidin(TMB)-Subslrat-Losung (gebrauchsfertig von NOVUM Diagnostika GmbH, Dietzenbach, DE) in die Vertiefurigen 
gegeben. Nach 30 Minuten wurde die Farbentwicklung gestoppt durch Zugabe von 50 pi 2 M H2SO4 pro Vertiefuiig. Die 
Messung der optischen Dichie erfolgte bei 450 nin. Die nachslehenden Tabellen II und IE zeigen das Pipeltierschema fur 
die Mikrotiterplatte sowie die Werte fur die optische Dichten. 

Als Standard wurden Losungen von 25-Hydroxyvitamin-D3 in Assaypuffer mit folgenden Konzentralionen einge- 45 
selzt: 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/L (siehe Eichkurve in Fig. 5). Als Kontrolle bzw. Proben dienlen vier Seren von Pa- 
tienten 'mit einer b-Hypovitaminose (Proben-Nm. 24, 203, 963, 965) und sowie vier willkuriich ausgewahlle Normalse- 
ren (Proben-Nm. NP 18, NP 25, NP 34, NP 37 - Testreihen 3 und 4). Von den Viiamin-D-Mangelseren wurde zudem die 
25-Hydroxyvitaniin-D-Konzentraiion durch kompetitiven Bindungsassay mit Hilfe von ^H-25-Hydroxy-Viiamin-D be- 
stimmt, Als weitere "Kontrolle" dienlen vier Losungen, bei denen die jeweilige Konzentration an 25-Hydroxyvitamin-D 50 
aus anderweitigen Bestimmungen bekannt war, enlweder aus den HersteUerangaben oder durch einen kompetitiven Bin- 
dungsassay (CBPA) mit ^H-25-Hydroxy-Vitamin-D. 
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Tabelle 11 



Probenanordnung 



Pipettier 
Schema 


Standard 
nMol / L 


Doppelwert 
von Spaite 1 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwert 
von Spaite 3 


Kontrollen 


Doppelwert 
von Spaite 
5 


Reihe / 
Spaite 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 


NSB 


NSB 


24 


24 


K1 (CBPA) 


K1 (CBPA) 


B 


0 


0 


203 


203 


K2 (CBPA) 


K2 (CBPA) 




o 
o 


Q 
O 










D 


20 


20 


965 


965 


K4 (HPLC) 


K4 (HPLC) 


E 


50 


50 


NP 18 


NP 18 






F 


125 


125 


NP 25 


NP25 






G 


312 


312 


NP34 


NP 34 






H 






NP 37 


NP 37 







NSB: Nichtspezif ischer Bindungspuf f er (Assaypuffer ohne 
Vit:amin-D-Bindungsprotein) 



Tabelle HI 

Messwerte nach 30 Minuten Farbentwicklung 



OD 
450 nm 


Standard 


Doppelwert 
zu Spaite 1 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwert 
zu Spaite 3 


Kontrollen 


Doppelwert 
zu Spaite 5 


Reihe / 
Spaite 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 






0.947 


1,023 


1.903 


2,300 


B 


2.256 


2.182 


0.853 


0.910 


0.393 


0.371 


C 


1.845 


1.861 


0,646 


0.637 


1.674 


1.586 


D 


1.432 


1.456 


1.429 


1.303 


0.578 


0.634 


E 


0.625 


0.612 


0,524 


0,547 






F 


0.287 


0.261 


0.454 


0.419 






G 


0.156 


0.176 


0.341 


0.368 






H 






0.421 


0,386 






Bmax 


2,801 


2,676 











Aus den Miltelwenen der Spalten 1 und 2 und den hekannten Konzenrration an 25-Hydroxyviraniin-D wurde die in 
Fig. 5 gezeigt Eichkurve erstelll. Die Ordinate zeigt die optische Dichte als Mitlelwert der beiden Messungen bei 450 
nni; die Abszisse die Konzeniration an 25-Hydroxy-Vitaiiiin-D in nMol/L Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 zusam- 
mengefasst. 
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Bei spiel 4 

Vergleichende Bindungsanalyse mil ^H-25-OH- Vitamin-D als kompetitiver Partner 

Soweir nicht anders angegeben ist, waren alle Reagenzien Puffer und Materialien gleich wie im vorgenannten Beispiel 5 
3. Als kompetitiver Bindungspartner (Tracer) diente Tritium- markiertes 25-Hydroxyvitaiiiin-D3. 

Abweichend zu Beispiel 3 wurden die Messproben durch Exlraktion (in Einzelwerten) aufgereinigt. Hierzu wurde je- 
weils 50 |j1 Probe [nichl-spezifischer Assaypuffer NSB, Standard, KontroUe, Patienlenprobe (Plasma, Serum oder Urin)] 
in ein 1.5 ml Hinmalreaklionsgetali gegeben, 200 pi Acetonitril hinzugetugt, gemischt, die GetalSwande t'reizentrifugiert, 
und die Mischung 20 bis 30 Minuten bei 4'*C inkubiert. Das Gemisch wurde 10 Minuien bei 17(X) x g zenu-ifugiert. Die lo 
Bestimmungen erfolgten in Doppelwerten mit den Uberstanden. 

Hierzu wurde 25 pi klarer Uberstand in ein Glasrohrchen (oder in ein Spezial-RIA-GefaB von Sarstedt, Darmstadt) 
uberfuhrt, und 10 pi Tracer (^H-25-OH-D), 300 pi Assaypuffer und 100 pi Vitamin-D-bindendes Protein (nicht in NSR) 
hinzugeben. Der Rohrchcninhalt wurde gemischt, eine Slunde bei 4°C inkubiert, und zum Entfernen von nicht gebunde- 
nem radioaktiven Tracer 100 pi Aktivkohlesuspension (aktivkohlehaltiger Phosphat puffer niit 0,1% NaNs) zugcgeben. 15 
Der Rohrcheninhalt wurde gemischt, 3 bis 5 Minuten bei 4°C inkubiert, und die Aktivkohle durch 10 Minuten Zentrifu- 
gieren bei 1700 x g pellettiert. Es wurde dann jeweils 400 pi Uberstand in ein ZahlgefaB (7 ml) uberfuhrt und nach Zug- 
abe von 2 nd Szintillatorflussigkeir wie Aquasafe® 300 oder HiSafe® III die im Uberstand befindliche Radioaktivitai ge- 
zahlt (2 Minuten in eineni Beta-Counter). Die Messwerte fur die Kontrollen nach Erstellung der Eichkurve sind in Ta- 
beile 5 gezeigt. -'^ 

Der Vergleich niit dem ELISA nach Beispiel 3 zeigt, dass fur beide Assayverfahren (ELISA und C^BPA) in gilt, dass 
der Nonnbereich tur 25-Hydroxyvitainin-D im Plasma oder Serum etwa 25-125 nmol/l ist. 

Die Nachweisegrenze dieser Testsysteme wurde festgesetzt als Bq + 2SD. Sie betragt etwa 2,5 nmol/l. 

Kreuzjeaktionen: Zu Aktivkohle behandeltem Serum wurde 25-OH-Vitamin-D2 (125 nmol/l), 24,25-(OH)2- Vitamin- 
Da (250 niiiol/1) und l,25-(OH)2- Vitamin-Da (250 nmol/l) zugesetzt. Das 25-OH-Vitamin-D2 reagierte zu 60%, das 25 
24,25-(OH)2-Vitaiiiin-D3 zu 100% kreuz, wahrend das l,25-(OH)2-Viiaiiiin-D3 keine Kreuzreaklivitat zeigte. Ahnliche 
Ergcbnissc wcrdcn auch fiir crfindungsgcmaBc multifunktioncUc 25-Hydroxyvitamin-D-Konjugatc gcfundcn bzw. cr- 
warlei. 

Reproduzierbarkeit: In Wiederholungsmessungen (n = 11) einer 25-Dihydroxy-Vitamin-D3-haltigen Probe wurden 
nachstehende Resultate erzielt. Ahnliches gilt auch fur Messungen niit Hilfe der multifunktionellen 25-Hydroxy vitamin- 30 
D-Kon jugate gemaB der Erfindung: 

Tabellen IV 

Inlraassayvarianz 35 





Anzahl 


Mittelwert 
nmo!/l 


VK% 


Probe 1 


32 


11.3 


12.5 


Probe 2 


32 


318 


7.2 



45 

Interassayvarianz 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


VK% 


Probe 1 


9 


9.9 


17 


Probe 2 


9 


310 


11 



50 



55 



KUnik 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


Normalpersonen 


35 


54 


Patienten mit Schenkelhalsbruchen 


43 


9.5 



Fur die in Beispiel 3 genannten Proben wurden mil den Verfahren nach Beispiel 3 und 4 folgende 25-Hydroxyvitamin- 
D-Konzentrationen ermittelt. 
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Tabelle V 




o€r umproDGn 


CL.iOr\ 1 1 III 


PRPA mit 
\-/D"/\ mil 




rxumroiicr) 


CI ICA rriit 


rMlcrriallVc 


Nr 


25-OH-D- 


^H-25-OH- 






25-OH-D- 


Beslinnmuna 




Biotin 


D 






Biotin 


nMol / L 




nMol / L 


nMol / L 






nMol / L 






32 9 


33 3 




K1 






203 


36.8 


29 19 




K2 


76,8 


75-125 (a) 


963 


48 9 


38 4 




K3 


15.0 


20-33 (b) 


965 


21.8 


15.8 




K4 


51,3 


72-120 (b) 


NP 18 


57,0 












NP25 


67.9 




(a) CBPA mit ^H-25-OH-D 

(b) Herstelterangabe 


NP 34 


82,4 




NP 37 


72,9 





Die von den Herstellem angegeben Werte waren generell hoher ais die im kompetitiven Bindungsassay eniiittelten 
Konzenualionen. Dies liisst veniiulen, dass sich in den uberlassenen Proben bereils ein erheblicher Teile des 25-Hy- 
droxyvitainin-D zcrsctzt bzw. durch Lichtcinwirkung umgclagcrl hat. 

Beispiel 5 

Kontrolle der ELIS A-Bestimmung durch HLPC 

Es wurden daher in verschiedenen Proben die 25-Hydroxyvitamin-D-Konzentration durch ELISA geniaB Beispiel 3 
u[id zur Kontrolle durch HPLC naclibestiiiinit. Fiir die Eiclikurve wurden Standards verwendet mit Vitaniin-Ds-Konzen- 
trationen von 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/l. AUe Proben und Standards wurden in Doppelwerten bestimnu. Die 25- 
Hydroxyvilaniin-D3-Konzentration der Proben wurde dann anhand der Eichkurve aus den Mittel der Doppelwerte be- 
rechnet. 

Die Ergebnisse sind in nachslehender Tabelle VT gezeigt. 



40 




TabeUe VI 






Probe 


25{OH)-Vitannin-D3 [nMoI/L] 


45 




HPLC 


ELISA 




1 


20-33 


30 


50 


2 


72-120 


76 




3 


79-102 


96 


55 


4 


< 15 


< Nachweisgrenze 


5 


< 15 


7,4 


60 


. 


Beispiel 6 





Langzeitsrabililal von 25-Hydroxyvitamin-D-Konjugat in der ELISA-Bestiinmung. 

Es wurden Eichkurven mit gleichen Standardlosungen und Reacenzien geniaB detn Beispiel 3 nach 60 und 100 Tagen 
wiederholt, um zu eniiitteln, inwieweit sich eine EOSA-Besiiii - Amg mit erfindungsgeniaBen Biotin-25-Hydroxyvit- 
amin-D-Konjugat, ini Laufe der Zeit verandert, wenn die Reagenzicn zwischenzeitlich bei 4 bis 5*^C ini Dunkeln gelagert 
werden. Die nachstehende Tabelle zeigt die jeweiligen optischen Dichten nach 30 Minuten Entwicklung (siehe Beispiel 

3). 
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Tabelle VH 



Standard 


Standard 


Doppelwert 
zu Spalte 1 


Nach 60 
Tagen 


Doppelwert 
zu Spalte 3 


Nach 100 
Tagen 


Doppelwert 
zu Spake 5 


nMol/L 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


NSB 


— 




0,191 


0.280 


0,088 


0.109 


0 


2,256 


2.182 


2.227 


2.285 


1.471 


1.562 


8 


1,845 


1.861 


2.041 


2.125 


1.345 


1.366 


20 


1.432 


1,456 


1.860 


1.903 


1,079 


1.060 


50 


0.625 


0.612 


1.293 


1.214 


0,610 


0.690 


125 


0.287 


0,261 


0,606 


0,615 


0.442 


0.329 


312 


0.156 


0.176 


0,448 


0,434 


0.293 


0.257 



Werden die Werte der verschiedenen Eichkurven, abziiglich der jeweiligen nichlspezifischen Bindung, in ein Dia- 
gramni nach Fig. 3 aufgetragen, so ist leicht ersichtlich, dass die Eichkurven abgesehen einer relativen vertikalen Ver- 
schiebung die gleiche Fomi besitzen. Dies zeigU dass sich die Empfindlichkeil und Spezifitat der ELISA-Bestininiungen 
iiber den genannten Zeitrauni nicht verandert hat. 

Beispiel 7 

25(OH)-Vitamin-D3-ELISA-MTP mit anti-Vitaiiiin-D-Bindungsprotein 

Der Versuch erfolgte im Wesentiichen nach dem Protokoll von Beispiel 3 und dem in Fig. 4 gezeigten Prinzip. Es wur- 
den folgende Puffer verwendei: a) Waschpuffer: PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween-20; b) Assaypuffer: 5 g Casein wurden in 
100 ml 0.1 N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 auf 1 I aufgefullt. Dann wurden 3% (w/v) PEG-6000 sowie 0.1 g Thi- 
merosal hinzugefugt. Alle Inkubationen erfolgten im Dunkeln und unter Schutteln. 

(i) Beschichtung der Mikrotiterplatte 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 100^1 Kaninchen-anti-Vitamin-D-Bindungsprotein in 
60 luM NaHCOs, pH 9,6 gegeben und die Platte uber Nacht bei 4''C inkubiert. Die Losungen wurden entfemt und jede 
Vertiefung funfmal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen. Dann wurde 250 ^1 Assaypuffer in jede Vertiefung gegeben und 
die Platte eine Stunde bei Raunitemperatur inkubiert. Der Assaypuffer wurde entfemt und eine jede Vertiefung funfmal 
mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

(ii) Probenvorbereitung 

Es wurde 50 pi Serum, Plasma oder Standard in einem 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 200 pi EthanoUbs (vor- 
gekuhlt auf -20°C) gemischt, gevortext und dann 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. Die Proben wurden in einer Eppen- 
dorf-Tischzentrifuge bei maximaler Umdrehung zentrifugiert. Der Ubersrand wurde abgenommen und im ELISA einge- 
setzt. 

(iii) ELISA 

Als Erstes wurde in eine jede Vertiefung 100 pi Vitaniin-D-Bindungsprotein, verdCinnt in Assaypuffer, gegeben und 
eine Stunde bei Raunitemperatur inkubiert. Dann wurde die Platte ausgeschlagen und eine jede Vertiefung funfmal mit je 
200 pi Waschpuffer gewaschen. 

Danach wurden je 100 pi Biotin-Vitamin-D, verdiinnt in Assaypuffer, zusammen mit lOpl Standard, Probe oder Kon- 
trolle in die Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde 24 Stunden bei 4''C inkubiert. Die Losungen wurden wiederum ent- 
femt und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

Als Drittes wurde jeweils 100 pi Peroxidase-gekopppeltes Streptavidin einer 1 : 1 0000-Verdunnung in Waschpuffer in 
die Vertiefungen gegeben und 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde ausgeschlagen und jede Ver- 
tiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

Fur die Farbreaktion wurden 100 pi TMB-Substrat-Losung in jede Vertiefung gegeben. Nach ausreichender Farbent- 
wicklung (30 Minuten) wurde die Reaktion mit 50 pi 2M H2SO4 pro Vertiefung beendet Die Messungen der optischen 
Dichte erfolgte bei 450 nm. Es wurden ahnliche bis gleiche Ergebnisse erhalten, wie in Beispiel 3 bzw. Tabelle V. 
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Beispiel 8 

Inhalt einer Teslpackung bzw. eines Reagenziensatzes zur Beslimmung von 25-Hydroxy vitaniin-D und la,25-Hydroxy- 

vitaniin-D 

Inhalt der Testpackung bzw. Testreagenzien und deren Vorbereitung: 

Standards, bspw. 6 Flaschchen 25-Hydroxy vitaniin-D-Standards nut den Konzentrationen 0, 8, 20, 50, 125 und 
312 nmol/l; gebrauchstertig in Waschputt'er. 

Mikrotiierplatlen, bspw, mit Strepiavidin beschichiei, sieril verpackt und vorgewaschen. 
Pufferlosungen, bspw. Waschpuffer, NSB-Puffer und Assaypufter, Stopplosung. 

Kontrollen, bspw. zwei Flaschchen 25-Hydroxyvitamin-D-Kontrollen in Humanserum, KontroUe 1 (30 nMol 25-OH- 
D/T.), Kontrolle 2 (80 nMol 25-OH-DyT,). 

Tracer, bspw. ein Flaschchen mit Biotin-Vitanun-D (25 -Hydroxy- Vitamin-D^- 3(3-3 '[6-N-(biotiny l)hexamido] amidopro- 
pylether) in Waschpuffer (100 ng/ml) 

Vitaniin-D-Bindungsproiein, bspw. ein Raschchen mit Bindungsprotein aus Ziegenserum in PhosphatpufFer mit 0,1% 
NaN3 ais Stabilisaior. 

Marker, bspw. ein Flaschchen anti-Kaninchen-IgC-Peroxidase in Waschpuffer. 

TMB-Entwicklerlosung, bspw. ein Flaschchen stabilisierte Tetramethylbenzidin-Entwicklerlosung in Waschpuffer 



Patentansprtiche 



1 . Vitamin-D-Derivat der Formel: 




(I) 



A X — O 
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vvorin ist: 

O das Sauersioffatom einer Ethergruppe; 

X eine substituierte odcr unsubstituierte KohlenwasserstofFstoffgruppe von 0,8 bis 4,2 nm Lange, die ubliche Heie- 
roatome wie S, O, N oder P aufweisen kann; 
Y Wasserstoff oder Hydroxy; 

A eine Tracer-Gruppe, die von einem bindenden Protein mit hoher Affinitat gebunden werden kann; 

R eine substituierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoff-Seitengruppe von Vitamin-D oder eines \^tamin-D- 

Metaboiits, eine Seitengruppe von Vitamin- D2 oder D3, die 25-Hydroxy-Seitengruppe von Vitamin-Da oder -D3. 

2. Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A ausgewahlt ist aus Biotin, Digoxigenin, Tyrpsin, FTTC substitu- 
iertem Tyrosin, substiiuienen Aminosauren, charakteristischen Aminosaure- und Peptidsequenzen, FTTC, Proteinen 
und Peptidgruppen, Protein A, Protein G, Vitamin-D-Derivaten; 25-Hydroxy vitamin-D, 

3. Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A eine Verbindung ist der Fonnel (I), welche in der 3P-Stellung iiber 
eine Elherbriicke mil der Abstandsgnippe X verbunden ist. 

4. Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 3, wobei die Abstandsgnippe eine Lange von 0,8 bis 2 nm, 
besonders bevorzugl 0,9 bis 1,5 nm. 

5. Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 4, wobei die Abstandsgnippe eine Aminocarbonsaure-, ein 
Arninoundecansaure- oder ein Aminopolyetherresl ist. 

6. Verfahren zur Hersiellung eines Vi tarn in-D-Deri vats nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5, umfassend die 
Schritte: 

a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxy- Vitamin-D mit Acrylnilril in einem Gemisch mit Acetonitril, KaUum- 
hydrid und tert-Rutanol und 

b) Reduktion der Nitrilgruppe mit LiH/LiAlHa. 

7. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Di hydroxy- Vitamin-D-Metabolit in einer 
Probe, dadurch gekennzeichnet, dass ein Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5 als Bindungspart- 
ner eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Verfahren eine Proteinbindungsanalyse umfasst. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren die Bindung an einen Rezeptor umfasst. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren eine Bindung an einen Antikorper umfasst. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein konipetitiver Immunoassay ist, ausgewahlt aus RIA, 
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EIA/ELISA, LiA und FiA. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein Sandwich-Ininiunoassay ist, ausgewalili aus IRMA, lE- 
MA/EUA, ILMA (Ininiunolumineszenzassay) und IFIVIA (Inmiunofluoreszenzassay). 

13. Verfahren nach einem der Anspriichc 7 bis 12, umfassend eine feste Phase, ausgewahlt aus Mikrotiterplatte und 
anderen fesien Tragem, Mikropartikel, bevorzugt aus Agarose, polynierem Material, Cellulose, inagnetische Mi- 5 
kropartikel. 

14. Verfahren nach eineni Anspruch 7 bis 13, wobei das Verfahren automaiisierbar in Fliissig- oder Festphase er- 
folgt. 

15. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-MetaboUten nach irgendeinem 
Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: 

a) Beschichten eines te st en Tragers mit St rept avidin; 

b) Zugabe von Biotin-Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5; 

c) Zugabe der Probe und einer definierten Menge Vitamin-D-bindendes Protein; 

d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins mit markierten Antikorpem gegen Vitamin-D-bindendes 
Protein. 

16. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-MetabohLen nach irgendeinem 
Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: 

a) Beschichten eines Tragers mit Antikorpem gegen Vitamin-D-bindendes Protein; 

b) Zugabe von Vitaniin-D-bindendes Protein; 

c) Zugabe der Probe sowie einer definierten Menge Biotin-gekoppeltes Vuamin-D-Derivat nach Anspruch 1; 20 

d) Bestimmung der Menge gebundenes Deri vat mit markiertem Streptavidin. 

17. Verfahren nach irgendeinem Anspruch 7 bis 16, wobei die Bestimmung erfolgt durch Markierung mit einem 
Enzym, das eine Nachweisreaktion katalysiert. 

18. Reagenziensatz zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten nach einem 
Verfahren gemaB irgendeinem Anspruch 7 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass er eine standardisierte Menge Pest- 25 
slolToder Losung eines Vitamin-D-Derivals geiuaB einem der Anspriiche 1 bis 5 aufweisl. 
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